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) In einem Verfahren zum Nachweis zumindest einer in 
einer Substanzbibliothek vorhandenen Substanz (Ugand) 
unter Verwendung zumindest einer weiteren, an den Ligan- 
den bindenden Substanz (Rezeptor), wird ein solcher Rezep- 
tor zu der Substanzbibliothek zugegeben, der ein wesentiich 
hoheres Molekulargewicht als der nachzuweisende Ugand 
aufweist, und dann ein solches spektroskopisches MeBver- 
fahren met der Mischung durchgefuhrt, ohne Isolierung des 
Rezeptor-Liganden-Komplexes, mit dem diejenigen dipola- 
ren Resonanzphanomene erfa&bar sind, die bei einer Bin- 
dung des Rszeptors an den Uganden auftreten (Fig. 4) . 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft inV rfahren zura Nachweis zumindest ein r in einer Substanzbibliothek voriiegenden 
Substanz (Ligand) unter Verwendung zumindest einer weiteren, an den Liganden bindenden Substanz (Rezep- 
tor). 

Solche Verf ahren sind aus dem biochemischen Laboralltag bekannt 

Ein Substanz im Sinne der voriiegenden Erfindung kann ein Molekul, ein Aggregat oder KompI x aus 
mehreren gleichen oder verschiedenen Molekulen und/oder Atomen sein. 

Ein Ligand, der an einen Rezeptor bindet, also eine Bindungsaffinitat fur diesen Rezeptor aufweist, wird als 
biologisch aktive Substanz bezeichne t 

Unter Substanzbibliotheken, die auch kombinatorische Bibliotheken genannt werden, versteht man syntheti- 
sche oder naturliche Gemische, in denen mehrere verschiedene Substanzen enthalten sind. Die Menge und die 
Identitat der einzelnen in der BibOothek enthaltenen Substanzen sind meist nicht bekannt, oft kennt man aber 
das Herstellungsverfahren, durch das diese Gemische erhalten wurden. Solche Substanzbibliotheken kdnnen 
entweder aus einer Art von Verbindungen bestehen, bspw. aus Peptiden, oder organisch synthetisierten Verbin- 
dungen, sie kdnnen jedoch auch verschiedene Komponenten umfassen, wie bspw. Pflanzenextrakte. Auch 
komplexe Bestandteile wie ganze Viren, Bakterien oder Zellen kdnnen in einer Substanzbibliothek enthalten 
sein. 

Substanzbibliotheken spielen vor allem in der Arzneimittelforschung eine wesentliche Rolle, wenn es darum 
gent, als Arzneimittei geeignete Substanzen in komplexen Gemischen nachzuweisen oder in solchen Gemischen 
neue biologisch aktive Substanzen zu finden. 

Solche Untersuchungen werden auch als 'Screening* von Substanzbibliotheken bezeichnet Das Screening, 
also die Untersuchung, ob eine interessierende Substanz oder eine Substanz mit potentiell interessanten Eigen- 
schaften in einer Substanzbibliothek vorliegt, erfolgt dann mit einem Rezeptor. Der Rezeptor stellt die Angel 
dar, mit der der Ligand aus der Substanzbibliothek gefischt werden kann. 

Zum Screening von Substanzbibliotheken sind die verschiedensten Verfahren entwickelt worden, die sowohl 
in der pharmazeutischen Forschung und Entwicklung als auch in der biochemischen und medizinischen Grundla- 
genforschung eingesetzt werden. Weit verbreitete Verfahren sind bspw. der ELISA-Test, der RIA-Test, die 
Affinitatschromatographie oder die verschiedenen bekannten Blotmethoden, der Western-, Northern- oder 
Southern-Blot 

All diesen Verfahren ist es gemeinsam, daB der Ligand in der Substanzbibliothek mit Hilfe des Rezeptors 
raumlich von den ubrigen Substanzen der Bibliothek getrennt wird. Diese raumliche Trennung kann wahrend 
oder nach der Bindung des Rezeptors an den liganden erfolgen. Zu dieser raumlichen Trennung ist es notwen- 
dig, daB einer der Bindungspartner (also entweder der Rezeptor oder die Komponenten der Substanzbibliothek) 
an einen f esten Trager immobilisiert wird. Solche Trager liegen meist in Form von Mikrotiterplatten, Chromato- 
graphieharzen, Kugelchen ("beads") oder Fdterpapieren vor. 

Um den Rezeptor-Liganden-Kompiex nachweisen zu kdnnen, ist es haufig auBerdem noch notwendig, eines 
der beteiligten Molekule zu markieren, sei es radioaktiv oder nicht radioaktiv. Alternativ kann auch ein spezifi- 
sches Nachweismittel wie bspw. ein Antikorper dazu verwendet werden, den Rezeptor-Liganden-Kompiex zu 
detektieren. 

Bei der zum Screening von Substanzbibliotheken weit verbreiteten Affinitatschromatographie wird bspw. der 
Rezeptor an ein Chromatographieharz immobilisiert und mit diesem eine Chromatographiesaule hergestellt 
Wenn uber diese Saule eine Substanzbibliothek gegeben wird, in der ein Ligand fur den an die Saule gekoppel- 
ten Rezeptor enthalten ist, so bindet dieser spezifisch an den immobilisierten Rezeptor und kann so von den 
ubrigen Substanzen der Bibliothek abgetrennt werden. Der Nachweis des Liganden erfolgt danach z. B. durch 
Elution des liganden von der Saule und nachgeschaltete Nachweisreaktionen. 

Diese Nachweisreaktionen kdnnen darin bestehen, den Liganden mit einem spezifischen Antikorper nachzu- 
weisen, oder, wenn er markiert war, diese Markierung nachzuweisen. 

Haufig ist es nicht mdglich, die Substanzen einer Bibliothek zu markieren, und haufig hat man auch keine 
spezifischen Antikorper zum Nachweis in der Hand, vor allem dann nicht, wenn ein neuer Ligand in der 
Substanzbibliothek identifiziert werden soil 

Dann mussen Verfahren zur chemischen Analyse durchgefuhrt werden, bspw. Sequenzierreaktionen, die 
derzeitig allerdings nur fur Nukleinsauren und Peptide moglich sind. 

Eine weitere Mdglichkeit der Analyse des fiber den Rezeptor von der Substanzbibliothek abgetrennten 
liganden ist die Massenspektrometrie. Sie wurde in jungster Zeit in zunehmendem MaBe dazu eingesetzt, 
Substanzbibliotheken zu analysieren. 

Ein derartiges Verfahren ist aus der WO 96/22530 Al bekannt Hierbei wird ein Rezeptor zur einer Substanz- 
bibliothek gegeben, wobei sich bei Anwesenheit eines liganden fur den Rezeptor in der Substanzbibliothek 
liganden-Rezeptor-Komplexe ausbilden, die dann von den ubrigen Verbindungen der Substanzbibliothek abge- 
trennt werden. Die Abtrennung erfolgt meist uber chromatographische Methoden. Danach werden die isolierten 
Rezeptor-Iiganden-Komplexe mittels Massenspektrometrie analysiert 

Einw iteres auf mass nspektrometrischen Methoden beruhendes Verfahr n zur Identifizi rung von in Sub- 
stanzbibliotheken voriiegenden Verbindungen ist in der WO 95/25737 Al beschrieben. Hierbei wird die Time- 
of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry (TOF-SIMS) dazu verwendet, die Molekulargewichte von kleinen 
Verbindungen in der Substanzbibliothek wie Peptiden, Oligonucletiden oder Heterocyklen zu bestimmen. 

Ein weiteres Beispiel fur ein auf Massensp ktrometrie beruhendes V rfahren ist in der Publikation "Matrix-as- 
sisted laser desorption ionization for a rapid determination of the sequences of biologically active peptides 
isolated from support-bound combinatorial peptide libraries" von Youngquist et aL, 1994, Rapid Communica- 
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tions in Mass Spectrometry, Nr. 8, Seiten 77—81 beschrieben. 

Hier wird eine spezielle massenspektrometrische Technik, die ^Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization" 
(MALDI) dazu einges tzt, aus iner synthetischen Peptidbibliothek solche Peptide zu isolieren, die moglicber- 
weise dazu geeignet sind Inf ektionen mit dem HIV-Vinis zu inhibieren. 

In dem beschriebenen Verfahren wurde eine Peptidbibliothek durch automatische Synthese von Peptiden mit 5 
zufalligen Sequenzen an einem festen Trager, der in Form von inerten Plastikkugelchen voriiegt, hergestellt Die 
auf den Kugelchen immobilisierten Peptide werden auf ihre biologische Aktivitat mit Hilfe eines monoklonalen 
Antikorpers getestet, der gegen ein bestimmtes Oberflachenprotein des HIV- Virus gerichtet ist Diejenigen 
Kugelchen, an die der Antikorper gebunden hatte, wurden in einem Enzym-gekoppelten Farbeverfahren nach- 
gewiesen, wie es aus der ELISA- bzw. Immunblot-Technik bekannt ist Gefarbte Kugelchen wurden isoliert und to 
die daran gebundenen Peptide abgespalten. Diese Peptide wurde in der MALDI analysiert, in der eine direkte 
Sequenzanalyse und damit Identifizierung der Peptide moglich ist 

Jeder Schritt dieses Verfahrens weist grundlegende Nachteile auf, die audi fOr die ubrigen bekannten Verfah- 
ren zum Nachweis spezifischer Liganden in Substanzbibliotheken charakteristisch sind AD diese Verfahren 
beruhen namHch darauf, den Rezeptor als Komplex mit dem Liganden raumlich von den ubrigen Komponenten 15 
der Substanzbibliothek zu trennea Diese raumliche Trennung setzt die Immobilisiening entweder des Liganden, 
wie in der oben zttierten Verdff entlichung beschrieben, oder des Rezeptors, wie bspw. in der Affinitatschromato- 
graphie, an einen festen Trager voraus. 

Diese Immobilisiening steflt ein wesentliches Problem bei solchen Analyseverf ahren dar, da biologisch aktive 
Rezeptoren haufig durch die Immobilisiening inaktiviert werden. Die Bindungsstellen fur Liganden auf Rezepto- 20 
ren liegen im allgemeinen an der Oberflache der Molekule. Dadurch sind diese Bindungsstellen dann auch dazu 
geeignet, direkt an der Immobilisierungsreaktion teflzunehmen, bei der nicht kontrolliert werden kann, welche 
Stelle des Rezeptors dazu benutzt wird So kommt es haufig vor, daB an dem Rezeptor gerade die Bindungsstelle 
fur den Liganden direkt an den Trager gekoppelt und dainit fur den spater zugegebenen Liganden nicht mehr 
zuganglich ist ^ 

Ein weiteres Problem bei der Immobilisiening vor allem von Proteinrezeptoren stellt die Denaturierung dar, 
also eine Konformationsanderung des Rezeptors, durch die die Bmdungsaktivitat ebenf alls veriorengeht 

Werden die Substanzen der Bibliothek immobilisiert, so ist nicht vorauszusehen, ob alle Substanzen gleich gut 
immobilisiert werden konnen, und welche Substanzen danach noch biologisch aktiv sind Dies birgt die Gefahr, 
daB biologisch aktive Substanzen zwar in der untersuchten Bibliothek vorhanden sind, sie jedoch nidit immobili- 30 
siert und damit dem Verfahren zuganglich gemacht werden konnten. Dann fallt die Nachweisreaktion negativ 
aus, obwohl ein Ligand in der Substanzbibliothek enthalten war. 

Ein weiterer gravierender Nachteil der bekannten Verfahren ist ihre komplizierte und langwierige Durchfuh- 
rung. Nach der Immobilisierung des Liganden oder Rezeptors sind viele Waschschritte notwendig, urn nicht 
immobilisierte Molekule zu entf ernen, erst dann kann mit dem Rezeptor oder der Substanzbibliothek inkubiert 35 
werden. Nach der Inkubation sind wiederum Waschschritte notwendig urn ungebundenes Material zu entfernen, 
und danach schlieBen sich noch komplizierte Analyseverf ahren wie Immunfarbungen oder, nach Abspaltung des 
zu analysierenden Materials vom Trager, massenspektrometrische Analysen an. 

Das Durchfuhren von Immunfarbungen setzt voraus, spezifische Antikorper gegen den liganden in der Hand 
zu haben. Dies ist dann unmoglich, wenn neue Liganden gesucht werden, und sehr schwierig, wenn Liganden 40 
untersucht werden soOen, die keine Proteine sind 

Erne Alternative zur Immunfarbung ist das radioaktive oder nicht racfioaktive Markieren der Substanz in der 
Bibhothek. Dies ist lediglich bei der Untersuchung von Nukleinsaurebibliotheken kein Problem, fur alle ubrigen 
Verbindungen sind entweder keine Markierungstechniken bekannt, oder sie weisen weitere erhebliche Nach- 
tefle auf. Zum Beispiel stellt das radioaktive Markieren von Proteinen durch "Jodimerung" ein erhebliches 45 
Gesundheitsrisikodar. 

Ein weiterer Nachteil liegt darin begrundet,daB in einer Substanzbibliothek mehrere Substanzen mit gleicher 
oder ahnhcher AfFmitat fur den Rezeptor vorliegen konnen. Sie werden dann als Gemisch isoliert und konnen 
mit den bekannten Methoden nicht analysiert werden. 

or% E o w f iterer Nachtea de r bekannten Verfahren liegt darin, daB es nicht moglich ist die Konfonnation, also die 50 
3D-Struktur, des gebundenen Liganden oder des Rezeptor-Liganden-Komplexes zu analysieren. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorHegenden Erfindung, ein Verfahren zum Nachweis einer in 
emer Substanzbibliothek vorhandenen Substanz bereit zustellen, das wesentlidi einfacher und schneller durch- 
zufuhren ist als die bekannten Verfahren, und in dem eine Immobilisierung oder MarJderung des Rezeptors oder 
des Liganden sowie eine raumliche Trennung des Rezeptor-Uganden-Komplexes von den ubrigen Substanzen 55 
der Substanzbibliothek nicht mehr notwendig ist 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe bei einem Verfahren der eingangs genannten Art durch die folgenden 
Verfahrensschritte gelost: 

a) Zugabe eines soldien Rezeptors zu der Substanzbibliothek, der in wesentlich hoheres Molekularge- 60 
wicht als der nachzuweisende Ligand aufweist, und 

b) Durchfuhren eines solchen spektrokopischen MeBverfahrens mit der aus Schritt a) resultierenden Mi- 
schung, ohne Isoiierung des Rezeptor-Uganden-Komplexes, mit dem diejenig n dipolaren Resonanzphano- 
mene erf aBbar sind, die bei einer Bindung des Rezeptors an den liganden auftreten. 

Die Erfinder haben erkannt, daB es moglich ist, einen Liganden direkt in einer Substanzbibliothek nachzuwei- ^ 
sen, md m mit an sich bekannten spektroskopischen MeBverfahren diejenigen dipolaren Resonanzphanomene 
erfaBt werden, die dann und nur dann stattfinden, wenn ein Rezeptor mh einem wesentlich hdheren Molekular- 
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gewicht als der nachzuw isende Ligand an den Li ganden bindet 

Dipolare Resonanzphanomen beruhen auf der R sonanzwechs Iwirkung zwisch nden in ine Probe einge- 
strahlten elektromagnetisch n Wellen mit Dipolen, Die dipolaren Wechselwirkungen sind abhangig von der 
Beweglichkeit desjenigen Molekuls, in d m die Dipole enthalten sind. Die Molekulbeweglichkeit ist wiederum 
davon abhangig, ob das Molekul frei in Losung voriiegt oder ob es mit einem groBen Molekul assoziiert ist, also 
bspw. als Komplex voriiegt Wenn ein kleiner Ligand an einen groBen Rezeptor bindet, so wird die Molekulb - 
weglichk it durch d n groBen Rezeptor bestimmt Nur aktive Substanzen sind uberhaupt fahig, eine Bindung mit 
dem Rezeptor einzugehen. Die Tatsache, daB uberhaupt eine Bindung stattgefunden hat, wird dadurch nach- 
weisbar, daB der Rezeptor mit dem wesentlich hdheren Molekulargewicht als der Ligand den Komplex aus 
Ligand und Rezeptor charakteristisch pragt 

Es hat sich nun uberraschenderweise herausgestellt, daB dieses Phanomen dazu eingesetzt werden kann, die 
Bindung eines Rezeptors an einen Liganden auch dann nachzuweisen, wenn eine Vielzahl weiterer Substanzen 
direkt in der untersuchten Losung enthalten ist Bei Zugabe des Rezeptors zu der Substanzbibliothek treten 
dann, wenn der Rezeptor an den Liganden bindet, ganz spezifische MeBsignale auf, die von den ubrigen 
MeBsignalen diskriminiert werden konnen. Findet keine Bindung statt, so treten diese spezifischen MeBsignale 
nicht auf, d L in der Substanzbibliothek ist kein Ligand fur den Rezeptor enthalten. 

Bei diesem Verfahren ist es nunmehr nicht mehr ndtig, den Rezeptor oder den Liganden zu ininobilisieren 
oder in irgendeiner Weise zu modifizieren oder markieren. Dadurch fallen nicht nur aufwendige Verfahrens- 
schritte weg, sondern es besteht auch keine Gef ahr der biologischen Inaktivierung durch diese Verfahrensschrit- 
temehr. 

Der spektroskopische Nachweis der Rezeptor-Liganden-Interaktion in der Substanzbibliothek erfolgt direkt 
nach Zugabe des Rezeptors frei in Losung, so daB die naturliche (native) Konformation aller beteQigten 
Molekule erhalten bleibt Dadurch wird gewahrleistet, daB die in vivo exponierten Bindungsstellen zuganglich 
und erhalten sind. Die Rezeptor-Liganden-Interaktion kann somit unbeeinfluBt von experimentellen Einflussen 
stattfinden. 

Die Bindungsreaktion kann sogar dann nachgewiesen werden, wenn zusatzliche Molekule zu dieser Bindung 
bendtigt werden, wenn diese ebenfalls in der Substanzbibliothek enthalten sind Dies ist bspw. bei allosterischen 
Enzymreaktionen wichtig, in denen die Bindung des Enzyms an sein Substrat durch dritte Molekule, sogenannte 
allosterische Effektoren beeinfluBt wird 

Ein erheblicher Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens liegt darin, daB eine Isolierung des Rezeptor- Li- 
ganden-Komplexes, also eine raumliche Trennung dieses Komplexes von den ubrigen Substanzen der Bibliot- 
hek, nicht mehr notwendig ist Dadurch, daB dieser zeitaufwendige, bei jedem individuellen Experiment neu zu 
opttmierende Verf ahrensschritt wegfallt, verkurzt und vereinf acht sich das Verfahren erheblich. Daruber hinaus 
werden die mit dem Trennverfahren verbundenen Verluste vermieden. 

So kann mit einem Minimum an experimentellen Vorbereitungen und mit einer spektroskopischen Standard- 
ausrustung schnell herausgefunden werden, ob ein interessierender Ligand in einer Substanzbibliothek enthal- 
ten ist Dieses Verfahren ist also bestens dazu geeignet, ein "Screening* von Substanzbibliotheken vorzunehmen. 

Sucht man in einer Substanzbibliothek eine an sich bekannte Substanz, die sich als solche spektroskopisch von 
den anderen Substanzen nicht unterscheiden IaBt, so ist dies nunmehr nach der Bindung dieser nachgesuchten 
Substanz (ligand) an den Rezeptor deswegen moglich, da die spektrokopisch erfaBbaren Eigenschaften nun- 
mehr durch den Rezeptor charakteristisch beeinfluBt werden. 

Diese Eigenschaften liegen spektral anders als die der Substanzbibliothek als soldier und auch anders als die 
des ungebundenen Rezeptors. Somit konnen in diesem Fall routinemaBig, nach Zugabe des Rezeptors; Substanz- 
bibliotheken nach dem Vorhandensein der nachgesuchten Substanz abgefragt werden 

Es ist auch mogiich, Substanzbibliotheken danach abzufragen, ob uberhaupt eine aktive Substanz enthalten 
ist denn nur diese wird an den Rezeptor binden. Die durch diese Bindung erstmals auftretenden dipolaren 
Resonanzphanomene erscheinen im Spektrum und konnen, ggf. unter Heranziehung mehrerer MeBmethoden, 
uber die diese dipolaren Resonanzphanomene erfaBt werden konnen, einer bestimmten Substanz (ligand) 
zugeordnet werden. 

Somit wird die erfindungsgemafie Auf gabe vollkommen geldst 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird als spektroskopisches MeBver- 
f ahren die NMR (Nuclear Magnetic Resonance)-Spektroskopie eingesetzt 

Hierbei ist vorteOhaft, daB diese bereits seit Jahren bekannte Technik sich inzwischen zu einer Routinetechnik 
entwickelt hat So stehen vielerorts Standard-NMR-Spektrometer bereit, mit deren Hilfe das erfindungsgemafie 
Verfahren durchgefuhrt werden kann. Am haufigsten wird mit Hilfe der NMR die Protonenresonanz von l H 
bestimmt, das vor aiiem bei biologisch aktiven Molekulen in groBer Zahl enthalten ist und ein groBes magne- 
tisches Moment aufweist Durch die Bindung an den Rezeptor treten Resonanzphanomene auf, die charakteri- 
stisch and Dadurch ist es moglich, praktisch alle biologisch interessanten Molekule mit einer gut etablierten 
Technik dem erfindungsgemaBen Verfahren zuganglich zu machen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird als dipolares Resonanz- 
phanomen derTransfer-Kern-Overhauser-Effekt (trNOE, transfer Nuclear Overhauser Effect) gemessen. 

Diese Ausgestaltung beruht auf dem Kern-Overhauser-Effekt oder Nuklear-Overhauser-Effekt (NOE; er 
wurd als g nerell r Eff kt erstmals beschrieben in "Paramagnetic Relaxation in Metals 9 , 1953, Physical Review 
89, Seiten 689—700). Durch den NOE werden die in einem NMR-Experiment gemessenen Signale verstarkt Der 
Kern-Overhaus r-Effekt beruht auf d r dipolaren Wechs Iwirkung von Kemspins, z. B. von l H-Kern n, durch 
den Raunx Der Verstarkungseffekt, der durch den NOE zustandekommt, hangt vom Abstand der uber Dipol-Di- 
pol-Wechsehvirkung verknupften Kerne und von der Z it ab. Die dipolaren Kopplungen zwisch nWasserstoff- 
kern n hangen von der mol kularen Bew glichkeit ab, diese Kopplungen sind bei niedermolekularen Substan- 
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zen vollig anders ais bei hochmolekularen Substanzen. Wenn nun ein Ligand an einen Rezeptor bindet, der ein 
wesentlich hdheres Molekulargewicht ais der Ligand aufweist, so zeigt der Ligand ein n sogenannten Transfer- 
NOE, denn seine MoIekOibeweglichkeit wird nun durch den hdhermolekularen Rezeptor bestimmt (trNOE, 
beschrieben in "Negative Nuclear Overhauser Effects as Probes of Macromolecular Structure* 1972, Journal of 
the American Chemical Society 94, Seiten 4015-4017). Anders ausgedruckt, transferiert der Rezeptor spezifi- 
sche, spektroskopisch nachweisbare Eigenschaften auf den Liganden, die einerseits die Tatsache der Bindung ais 
solche anzeigen und andererseits anzeigen, mit welcher Substanz (Ugand) der Rezeptor gebunden hat 

Beim Messen des trNOE ist von Vorteil, daB damit mit hoher Empfindlichkeit und Selektivitat zwischen den an 
den Rezeptor gebundenen und den nicht gebundenen Substanzen in der Substanzbibliothek unterschieden 
werden kann, und zwar auch dann, wenn die Substanzbibliothek ein komplexes Gemisch aus verschiedensten 
Komponenten umfaBt r „ t 

In einer bevorzugten Ausfiihrung wird ais dipolares Resonanzphanomen der Transfer-Elektron-Kern-Uver- 

hauser-Effekt gemessen. 

Hierbei wird der Austausch von dipolarer Polarisation zwischen Elektronen und Atomkernen mit magne- 
tischem Moment gemessen. Dieser Effekt tritt bspw. auf, wenn radikalische Liganden oder Rezeptoren vorliegen 
und es zu einer Bindungsreaktion kommt 

Man beobachtet hierbei eine starke Anderung der Signalintensitat, die dann AufschluB uber Natur des 
gebundenen Zustands erlaubt 

Hierbei ist von Vorteil, daB starke Anderungen in der Signalintensitat beobachtet werden konnen, die dann 
AufschluB uber die Natur des gebundenen Zustands geben. 

Im folgenden werden der Transfer-Kern-Overhauser-Effekt und der Transf er-Elektron-KernOverhauser-Ef- 
fekt unter der Abkurzung trNOE zusammengefaBt 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung wird der trNOE in einem zweidimensionalen NOE-Spektrosko- 
pie-Experiment (2D-NOESY oder 2D-ROESY) gemessen. 

Das 2D-NOESY bzw. 2D-ROESY ist ein Experiment, in dem ein zweidimensionales NMR-Spektrum aufge- 
zeichnet wird, also ein Spektmm, das zwei Frequenzachsen hat Die Intensitaten der dabei entstehenden Signale, 
der sogenannten "Crosspeaks" entsprechen der dritten Dimension. 

Ein Zweidimensionales NMR-Experiment besteht aus mehreren Phasen, der ersten sogenannten Prapara- 
tionsphase, einer zweiten sogenannten Evolutions und Mischphase und der eigentlichen Detektionsphase, in der 
ein Inf erogramm (FID) aufgezeichnet winL Die Zeit der Evolutionsphase, ti genann^ ist eine variable Wartezeit, 
die im Bereich von Millisekunden bis Sekunden liegt, und innerhalb derer sich chemische Verschiebungen und 
Spin-Spin-Kopplungen entwickeln. Die Mischphase folgt dabei auf die Evolutionsphase oder unterbricht sie 
auch. Wahrend der Mischphase entwickeln sich die dipolaren Resonanzphanomene, wobei die Mischzeit jedoch 
konstant ist, wahrend die Evolutionszeit ti innerhalb eines Experiments verandert wird. Nach der Evolutions- 
und Mischphase erfolgt die Detektionsphase mit einer Zeit t* die ebenfalls konstant ist Die in einem zweidimen- 
sionalen NMR-Experiment aufgezeichneten Daten werden oft im sogenannten Konturdiagramm dargestellt Ein 
solches Konturdiagramm zeigt einen Schnitt entlang einer Hohenlinie durch das entstehende "Signalgebirge* 
also durch die Crosspeaks des Spektrums. 

Das Messen des trNOE in 2 D-NOESY-Experimenten hat den Vorteil, eine groBe spektrale Auflosung zu 
gewahrleisten, also eine groBe Trennung oder Spreizung der Signale zu erreichen. Damit ist es mdglich, vor 
allem in komplex aufgebauten Substanzbibliotheken trNOEs spezifisch und bei niedrigen Konzentrationen der 
nachzuweisenden Liganden zu detektieren. 

Diese zweidimensionalen Experimente konnen auch ais Bestandtefl mehrdimensionaler Expenmente durch- 

gefuhrt werden. . 

Es versteht sidi, daB beliebig viele Evolutionszeiten konstant gehalten werden konnen und sich so die 
Dimensionalitat reduzieren laBt 

In einer bevorzugten Ausgestaltung wird der trNOE ais Bestandteil eines mehrdimensionalen homo- oder 
heteronuklearen Experiments gemessen. m ^^^^ 

Ein solches Experiment kann bspw, ein 3D-HMQC-NOESY, ein 3D-NOESY-NOESY, oder em 4D-TOCSY- 
NOESY-HSQC sein (HMQC = Heteronuclear Multiple Quantum Coherence, TOCSY Totally Correlated 
Spectroscopy, HSQC = Heteronuclear Single Quantum Coherence). 

Bei derartigen mehrdimensionalen Experimenten ist vorteilhaft, daB die spektrale Auflosung weiter gesteigert 
wird 

Es versteht sich, daB alle genannten NMR-Experimente auch in einem rotierenden Koordinatensystem 
durchgefuhrt werden konnen. Dabei wird der trNOE dann ais trROE bezeichnet 

Ferner konnen Techniken herangezogen werden, urn die Dimensionalitat des Experiments zu erniedrigen 
oder urn gezielte Eff ekte zu erzielen, wozu eine oder mehrere Evolutionszeiten konstant gehalten werden oder 
ein oder mehrere Hochfrequenzpulse selektiv oder bereichsselektiv eingestrahlt werden. 

Hierbei ist vorteilhaft, daB die Auflosung verbessert wird, z.B. dadurch, daB mehr Datei^unkte eriialten 
werden, daB die MeBzeit und damit die Dauer der Durchfuhrung des einzelnen Experiments sich verkurzt und 
der Hintergrund erniedrigt wird Wird der trNOE in einem eindimensionalen Experiment gemessen, so ist von 
Vorteil, daB die Auswertung der Spektren besonders einfach ist 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung wird das 2D-NOESY-Spektrum der Substanzbibliothek m 
Gegenwart des Rezeptors mit ein r kurzen Mischzeit, die insbesondere kleiner ais twa 500 ms ist, durchgefuhrt 

Hierbei ist von Vorteil, daB sich ein besonders gutes Signal: Hmtergrund-Verhaltnis ergibt, daB das "Rau- 
schen* also moglichst klein gehalten wird Durch diese MaBnahme treten di fur den gebundenen Liganden 
charakteristischen Crosspeaks noch deutlicher hervor, wodurch der Nadiweis zusatzEch erleicht rt wird 

In einer weiteren Ausgestaltung des erfmdungsgemaBen Verfahrens wird ais spefctroskopisches MeBverf ah- 
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ren di Fluoreszenz-Spektroskopie eingesetzt 

Dies ist zweckmaBig, wenn die zu untersuchenden Substanzen Fluoreszenz zeigen, & h. innerhalb von extrem 
kurzen Zeitraumen nach iner Anregung durch Einwirkung von Licht oder sonstiger Strahlung die absorbierte 
Energie in Form von Strahlung wieder abgeben. Bei der Fluoreszenz-Spektroskopie ist von Vorteil, daB sie sehr 
5 empfindlich ist, vor allem dann, wenn eine Laserinduzierte Fluoreszenz nachgewiesen wird. Auch hier beeinfluBt 
der gebundene Rezeptor das Fluoreszenzspektrum charakteristisch. 

In einer weiteren Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird als spektroskopisches MeBverfah- 
ren die ESR(Elektronenspinresonanz)-Spektroskopie eingesetzt 

Die ESR-Spektroskopie wird auch EPR-Spektroskopie genannt (Elektronenparamagnetische Resonanz). Sie 
10 beruht darauf, daB bei Einstrahlung einer elektromagnetischen Welle einer bestimmten Frequenz magnetische 
Resonanzabsorption eintritt, deren GroBe geraessen wird Dieses Verfahren hat den Vorteil, daB es eines der am 
weitesten verbreiteten spektroskopischen M ethoden ist 

In bevorzugten Ausfuhrungen des Verfahrens ist der Ligand eine niedermolekulare Substanz, deren Moleku- 
largewicht insbesondere kleiner als etwa 2000 Da ist, und der Rezeptor ist eine hochmolekulare Substanz, deren 
15 Molekulargewicht insbesondere groBer als etwa 15000 Da ist 

Bei diesen MaBnahmen ist besonders vorteilhaft, daB sich ausgepragte trNOEs nachweisen lassen, da bei 
einem groBen Verhaltnis des Molekulargewichts des Rezeptors zum Molekulargewicht des Liganden der NOE 
des Liganden vollkommen von dem NOE des Rezeptors bestimmt wird. Es ergeben sich dann besonders 
charakteristische Spektren, aus denen das Vorliegen einer Bindung Ieicht abgelesen werden kann. 
20 Hierbei ist weiterhin von Vorteil, daB pharmazeutisch bedeutsame Substanzen, insbesondere sogenannte 
Leitsubstanzen, meist ein niedriges Molekulargewicht (MW < 1000 bis 2000) aufweisen, bspw. Hormone, 
Antibiotika, Enzyminhibitoren etc Ihre Rezeptoren, in den meisten Fallen Proteine, haben dagegen hohe 
Molekulargewichte, die meist wesentlich groBer als 15000 Da sind 

Der Rezeptor kann auch aus mehreren hochmolekularen Substanzen bestehen, kann in ein hohermolekulares 
25 Aggregat eingelagert sein oder kann in ganzen Zellen oder in Zellfragmente eingebettet sein. 

Es ist auBerdem mdglich, Kontrollexperimente zu den einzelnen Spektroskopie-Versuchen durchzufuhren. 
Dabei kdnnen bspw. Inhibitoren der Rezeptor-Iiganden-Bindung eingesetzt werden. Der entsprechende trNOE 
darf dann unter Zugabe des Inhibitors nicht mehr nachweisbar sein. 

Auf diese Weise ist es auch mdglich, die Spezifitaten der Rezeptor-Iiganden-Bindung auszutesten. Dies ist vor 
30 allem dann vorteilhaft, wenn in der Substanzbibliothek mehrere Liganden mit Bindungsaffinitaten fur den 
Rezeptor enthalten sind 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens umfaBt (fie Substanzbibliothek natur- 
liche Substanzen, die insbesondere ausgewahlt sind aus den Peptiden, Proteinen, Nukleinsauren, Kohlenhydra- 
ten, Lipiden, ganzen Zellen, Organelles Zellextrakten, ganzen Bakterien, Bakterienextrakten, ganzen Viren, 

35 Virenextrakten oder Korperflussigkeiten oder Mischungen davon. 

Hierbei ist von Vorteil, daB komplexe Substanzbiblio theken wie Naturstoff gemische oder Gewebsextrakte als 
solche direkt in das erfindungsgemaBe Verfahren eingesetzt werden kdnnen, ohne daB eine vorherige Trennung 
ihrer Komponenten oder Isolierung einzelner Komponenten notwendig ist Dadurch wird das Verfahren einfa- 
cher und schneller in der Durchfuhrung. 

40 In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung umfaBt die Substanzbibliothek chemisch synthetisierte Substan- 
zen. Diese kdnnen Peptide, Oligonukleotide oder sonstige organisch synthetisierte Molekule sein, es muB 
wiederum kein einheitliches Gemisch vorliegen. 

In der Arzneimittelforschung werden haufig bereits bekannte Wirkstoff e chemisch modifiziert, wobei danach 
kontrolliert werden muB, ob die modifizierte Form noch biologisch aktiv ist Mit dem erfindungsgemaBen 

4$ Verfahren ist es nun moglich, ganze Gemische verschiedener modifizierter Formen in einem Experiment auf ihre 
biologische Wirksamkeit zu testen. Es muB weder eine vorgeschaltete Trennung z. B. verschieden groBer 
Syntheseprodukte vorliegen, noch mussen die Wirkstoffe chemisch homogen sein. Hierbei ist auBerdem auch an 
Peptidbibliotheken zu denken, die zur Inhibition korpereigener Rezeptoren oder zur Inhibition von Viren oder 
anderen Krankheitserregera eingesetzt werden kdnnen. Hier spielt jeweils die Interaktion zwischen einem 

50 niedermolekularen Liganden und einem hochmolekularen Rezeptor eine Rolle, die im erfindungsgemaBen 
Verfahren schnell getestet werden kann. 

Es versteht sich, daB in das erfindungsgemaBe Verfahren auch Gemische naturlicher und synthetischer 
Substanzen als Substanzbibliotheken eingesetzt werden kdnnen. 
In einer weiteren Ausgestaltung des Verfahrens werden noch nicht bekannte liganden mit Hilf e weiterer ein- 

55 oder mehrdimensionaler NMR-Experimente identifiziert 

Dadurch ist die Mdglichkeit gegeben, in Substanzbibliotheken nach neuen Liganden fur bereits bekannte 
Rezeptoren zu suchen. In einem solchen Verfahren wird ein 2D-NOESY- oder im Regelfall 2D-ROESY-Experi- 
ment durchgefuhrt, und anhand der damit gewonnenen Daten (Spektren, Oosspeaks) werden weitere zwei- 
oder mehrdimensionale NMR-Experimente durchg fuhrt, wie bspw. sogenannte COSY-, TOCSY- oder HMQC- 

6o Experiments Diese dem Fachmann bekannten NMR-Verfahren kdnnen auBerdem als 3D*NMR-Experimente 
realisiert werden oder vorzugsw ise als 1 D- oder 2D- Varianten der 3D-Experimente. 

Die gleichen MaBnahmen machen es daruber hinaus moglich, nicht nur neue Liganden zu identifizieren, 
sondem auch die Strukturen bereits bekannter oder noch nicht bekannter liganden im an den Rezeptor 
gebundenen Zustand aufzuklaren. 

65 Ein soldier Ansatz zur Strukturaufklarung hat den Vort il, daB die biologisch aktive Konformation eines 
liganden, namlich die an den Rezeptor gebundene Struktur,aufgeklartw rden kann, ohne d n Liganden vorher 
zu kristallisieren oder auf sonstige Weise chemisch zu behandeln oder zu beeintrachtigen. Zudem ist dieses 
V rfahren wesentlich s nsitiver und kommt mit g ringeren Substanzmengen aus als die Standardverfahren zur 
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Strukturbestimraung. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung des Verfahrens werden neuronale Netze einges tzt 
Unter neuronalen N tzen versteht man Programme, deren Stmlctur und Funktion sich an den Nervennetzen 
lebender Organismen orientiert Sofche Programme weisen eine erheblich hdhere Leistungsfahigkeit auf, beson- 
ders bei kompiexen Problemstellungen wie Mustererkennung und Lernfahigkeit 5 

Insbesondere sind hier die Eigenschaften von neuronalen Netzwerken von Vorteil, mit denen Informationen 
selbst aus Spektren erhalten werden konnen, die fiber einen extrem starken Hintergrund verfugen. Dieser 
Hintergrund kann die Signale in etwa urn bis das Zehnfache ubersteigen. Ebenso verfugt eine Spektrenerken- 
nung mit neuronalen Netzwerken fiber die Fahigkeit, aus den Spektren von Gemischen die einzelnen Kompo- 
nenten zu erkenneiL Diese Eigenschaft ist von besonderem Vorteil, wenn bei der Bindung von Liganden an io 
Rezeptoren viele Molekule ungefahr gleich stark gebunden werden. 

Hierbei ist weiter von Vorteil, dafi die Empfindlichkeit des Verfahrens sowohl wahrend der Messung als auch 
wahrend der Auswertung der MeBergebnisse erheblich gesteigert werden kann. Gerade bei der Auswertung 
komplexer zweidimensionaler Spektren ist es vorteilhaft, leistungsfahige Rechnerprogramme zur Verfugung zu 
haben, um die wesentlichen Crosspeaks eines Experimentes herauszufiltern. 15 

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur 
in der jeweils angegebenen Kombination, sondera auch in anderen Kombinationen oder in AUeinstellung 
verwendbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand eines ausgewahlten Ausfuhrungsbeispiels unter Verwendung der 
Zeichnung naher erlautert und beschriebea Es zeigen: 20 

Fig* 1 die chemische Forme! eines niedermolekularen Disaccharids (LigandX namlich a-L-Fuc-(l— 
D-GlcNAc-OMe, das von dem Lectin Aleuria aurantia Agglutinin (Rezeptor AAA) gebunden wird; 

Fig. 2a ein 2D-NOESY-Spektrum eines Gemisches aus sechs verschiedenen Sacchariden, in dem das Disac- 
charidvonFig. 1 enthalten ist (Substanzbibliothek A); 

Fig, 2b ein 2D-NOESY-Spektrum eines Gemisches aus 15 verschiedenen Sacchariden, in dem das Disaccharid 25 
von Fig. 1 enthalten ist (Substanzbibliothek B); 

Fig. 3a ein 2D-trNOESY-Spektrum des Gemisches von Fig. 2a nach Zugabe des Rezeptors AAA; 

Fig. 3b ein 2D-trNOESY-Spektrum des Gemisches von Fig. 2b nach Zugabe des Rezeptors AAA; und 

Fig. 4 ein 2D-trNO ESY-Spektrum des Disaccharids von Fig. 1 in Gegenwart des Rezeptors AAA. 



Screening zweier Disaccharid-Substanzbibliotheken mit Hilf e eines Lectins (Rezeptor) durch trNOE 



30 



35 



Es wird ein spezielles Disaccharid 1 (Ligand), das in zwei Substanzbibliotheken verschiedener Komplexitaten 
vorliegt, mit Hilfe eines Proteinrezeptors, namlich eines Lectins, mit dem erflndungsgemafien Verf ahren nachge- 
wiesea 

Das Disaccharid 1, a-L-Fuc(l-*6H*-D-GlcNAc-OMe, ist aus einem Fucoserest und einem substituierten 
Glucosaminrest zusammengesetzt 

Das in Fig. 1 gezeigte Dxssaccharid 1 ist in zwei unterschiedliche Substanzbibliotheken A und B, die aus 6 bzw. 
15 verschiedenen Kohlenhydratderivaten bestanden, enthalten. Die Zusammensetzung der Disaccharidbiblio- 
theken ist in Tabelle 1 gezeigt ^ 



45 



50 



55 



60 



65 



DE 196 49 359 CI 



Tabelle I 

Zusammensetzung der Substanzbibliotheken 



5 


Oligosaccharid 


Bibliothek A 
(Konzentration 

in mmol; 


Bibliothek B 
(Konzentration 
in mmol) 


10 


of-D-Man-OMe 


X,7 X XU 


1,9 


X 


10" 2 




a-D-Glc-OMe 


1,9 x IO" 2 


1,9 


X 


io- 2 


t5 


p —U *ual — uwe 


1 7 x 10" 2 


1,7 


X 


io- 2 


p-Ly-v^ax- vX-*<± ; -p- 
D-Glc-OMe 


n 7 y in- 2 


1,6 


X 


IO' 2 


20 


Saccharose 


1,0 X 10* 2 


1 0 

X/ u 




10~ 2 


a-L-Fuc- (l-»6) ~)8- 
D~GlcNac-OMe 
(Disaccharid 1) 


1,0 x IO' 2 


1,0 


X 


10* 


25 


D-Mannitol 




1 G 


32 


10* 




D-Raffinose 




0,9 


X 


10 4 




D-Lactitol 




0,9 


X 


io- 3 


30 


D-Maltitol 


- 


0,9 


X 


IO" 2 




Of-D-Gai-OMe 




1,5 


X 


io- 2 


35 


jS-D-Gal- (l-*4) -P- 
D-Glc-OAll 


- 


0,8 


X 


IO" 2 . 




jff-D-GlC- (l-*4) -0- 
D-GlC-OBzl 




0,8 


X 


10" 2 


40 


a-D-Man- (l-»2) -a- 
D-Man-OMe 




1,0 


X 


IO" 2 

— — 


45 


0-D-Gal- (l-*2) -0- 
D-Gal-OMe 




1,0 


X 


10 



Es ist bekaimt, daB das Lectin AJeuria aurantia Agglutinin (AAA) an das Disaccharid 1 bindet Von den 
so anderen in den Substanzbibliotheken enthaltenen Kohlenbydratstrukturen war nicht bekannt, ob sie Bindungs- 
aktivitat fur das Lectin besitzen. 

Folgende Versuchsbedingungen warden gewahlt: 
Die NMR-Spektren der Substanzbibliotheken A und B wurden auf einem Bruker DRX 500 Spektrometer mit 
einer Spektrometerfrequenz von 500,13 MHz und bei einer Temperatur von 310 K gemessen. Zur Vorberekung 
55 der MeBproben wurden die Bibliotheken A und Bin jewefls 80 pJ D2O aufgeldst Je 40 pi der beiden Losungen 
mit den Bibliotheken A und B wurden dann in 500 uj D 2 0 verdunnt Diese Proben wurden fur NMR-Experimen- 
te verwendet, bei denen kein Rezeptor (Lectin, AAA) eingesetzt wurde. 

Die ubrigen 40 jxl wurden mit je 500 fxl einer 0,5 mM-Ldsung des Lectins (Rezeptor AAA) in D2O versetzt 
Diese Proben wurden fur die Messung von trNOEs eingesetzt 
60 Die Konzentration der Oligosaccharidliganden war in alien Proben ca. 10 mM fur jede Komponente, was zu 
einem molaren Liganden-Rezeptor-Verhaltnis von ca. 20 : 1 fuhrte. 

Phasensensitive 2D-NOESY-Spektren wurden mit der folgenden Standardpulssequenz aufgenommen, nam- 
lich: 

65 Ji/2 — ti — ji/2 — Mischzeit — ?t/2 — 1 2 . 

ti entspricht dabei der Evolutionszeit, t 2 der Detektionszeit, wi bereits zuvor erlautert Das HDO-Signal (d h. 
das Hintergrund-Restsignal von Wasser) wurde mit geringer Leistung vorgesattigt Die NOESY-Spektren fur 
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die Bibliotheken A und B in Abwesenheit des Lectins wurden mit 512 Inkr ment n in ti und mit 2K (Bibliothek 
A) bzw. 4K (Bibliothek B) Datenpunkten in t 2 auf genommea Es wurd n j weils 32 Scans aufgenonunea Nach 
Zero-Filling und Fourier-Transformation wurden 4K x 2K Datenmatrizen erhaltea Die Relaxationsdelays 
waren 4,4 s (Bibliothek A) bzw. 3,6 s (Bibliothek B). Die Mischzeiten betrugen in beiden Fallen 900 ms. Die 
spektralen Weiten waren 2740 Hz (Bibliothek A) und 4.496 Hz (Bibliothek B). 5 

Fur die trNOESY-Spektren der beiden Bibliotheken in Gegenwart des Lectins wurden 640 Inkremente in ti 
und 4K Datenpunkte mit jeweils 32 Transi nten in aufgenommea Zero-Filling und Fourier-Transformation 
ergab 4K x 2K Spektrea Nach dem ersten n/2-PuIs wurde ein Spinlockfeld von ca. 3,5 KHz angeschaltet, um 
den storenden Signaihintergrund von Proteinsignalen zu unterdrhckea Die Mischzeit betrug 400 ms und die 
spektralen Weiten waren 2379 Hz fur beide Spektrea io 

Fig. 2 zeigt die erhaltenen 2D-NOESY-Spektren der Bibliotheken A (Fig. 2a) und B (Fig. 2b) in Abwesenheit 
des Lectins, also des Rezeptors. Diese 'H-NMR-Spektren weisen starke Uberiappungen alter Signale auf. Das 
NOE- Muster des gesuchten Disaccharids kann nicht erkannt werdea 

Fig. 3 zeigt die 2D-trNOESY-Spektren der Substanzbibliotheken A (Fig. 3a) und B (Fig. 3b) in Gegenwart des 
Lectins. Das NOE-Muster des gesuchten Disaccharids ist jetzt deutlich sichtbar (vgL auch Fig. 4), denn die fur is 
das Disaccharid charakteristischen Crosspeaks liegen weitab von dem in der Diagonalen liegenden Hintergrund 
Das entstehende Signaimuster kann dazu benutzt werden, den Liganden, in diesem Fall das in Fig. 1 gezeigte 
Disaccharid, weiter zu charakterisierea 

In Fig* 4 ist ein 2D-trNOESY-Spektrum des Rezeptor-Liganden-Komplexes a us Disaccharid 1 (Ligand) und 
Lectin AAA (Rezeptor) gezeigt In Fig. 4 sind zwei typische Crosspeaks bezeichnet, die deutlich den trNOE 20 
zeigea Der mit ! H-Fuc bezeichnete Crosspeak kann dem Proton am G-Atom des Fucoserests zugeordnet 
werdea 

Die mit ^-GIcNAc bezeichneten Crosspeaks konnen dem Proton am Ci-Atom des Ghicosaminrests zuge- 
ordnet werdea 

Vergleicht man Fig, 4 mit Fig. 3, so kann der Ligand, also das Disaccharid 1, in beiden Substanzbibliotheken A 25 
und B unmittelbar identifiziert werdea Die nicht an den Rezeptor bindenden Yerbindungen haben dagegen 
schwach positive NOE-Signale, die im voriiegenden Spektrum nicht sichtbar sind. 

In diesem Fall ist die Identifiziening des Liganden (Disaccharid 1) in den Substanzbibliotheken A und B durch 
Vergleich der in Fig. 3 und 4 gezeigten Spektren besonders leicht Es wird deutlich, daB das in Fig. 1 gezeigte 
Disaccharid an das Lectin AAA binder und daB weder die Bibliothek A noch B andere Verbindungen enthalten, 30 
die an das Lectin binden, denn sonst wurden weitere trNOE-Peaks auftauchea 

Daraus ergibt sich, daB ein Ligand eindeutig in Substanzgemischen mit Hilfe eines extern zugegebenen 
Rezeptors mit dem erflndungsgemaBen Verfahren unmittelbar nachgewiesen werden kana 

Sind die Liganden und deren 1 H NMR-Spektren nicht bekannt, so mussen weitere NMR-Experimente folgen, 
mit deren Hilfe die Substanzen identifiziert und deren Struktur aufgeklart werden kana Die am Ende des 35 
trNOE-Experiments erzeugte Magnetisierung, die nur fur die gebundenen Verbindungen vorhanden ist, kann 
dazu benutzt werden, klassische 2D-NMR-Experimente (TOCSY, COSY„ HMQC) anzuschlieBea Diese Experi- 
mente kdnnen entweder als 3D-NMR-Experimente durchgefuhrt werden oder vorzugsweise als ID- oder 
2D-Varianten der 3D-Experimente» 

40 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis zumindest einer in einer Substanzbibliothek vorhandenen, als Ligand-Substanz 
unter Verwendung zumindest einer weiteren, an den Liganden bindenden als Rezeptor bezeichneten 
Substanz, gekennzeichnet durch 45 

a) Zugabe eines solchen Rezeptors zu der Substanzbibliothek, der ein wesentlich hoheres Molekular- 
gewicht als der nachzuweisende ligand aufweist, und 

b) Durchfuhren eines solchen spektroskopischen MeBverf ahrens mit der aus Schritt a) resultierenden 
Mischung, ohne Isolierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes, mit dem diejenigen dipolaren Reso- 
nanzphanomene erf afibar sind, die bei einer Bindung des Rezeptors an den liganden auftretea 50 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als spektroskopisches MeBverfahren die NMR 
(Nuclear Magnetic Resonance)-Spektroskopie eingesetzt wirdL 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB als dipolares Resonanzphanomen der Transfer- 
Kern-Overhauser-Eff ekt (transfer Nuclear Overhauser Effect) trNOE gemesseh wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB als dipolares Resonanzphanomen der Transfer- 55 
Elektron-Kem-Overhauser-Eff ekt trNOE gemessen wird 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, da8 der trNOE in einem zweidimensionalen 
NOE-Spektroskopie-Experiment 2D-NOESY oder 2D-ROESY gemessen wird 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der trNOE als Bestandteil 
eines mehrdimensionalen homo- oder heteronuklearen Experiments gemessen wird 60 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB eine oder mehrere Evolutionszeiten bei der 
Messung konstant gehalten werden, um die Dimensionalitat des Experiments zu emiedrigea 

8. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der trNOE in einem eindimensionalen Experi- 
ment gemessen wird 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere Hochfre- 65 
quenzpulse selektivoder bereichsselektiv durchgefuhrt werdea 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das 2D-NOESY-Spektrum 
der Substanzbibliothek in Gegenwart des Rezeptors mit iner kurzen Mischzeh, die insbesondere kleiner 



DE 196 49 359 CI 



als etwa 500 ms ist, durchgefuhrt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als spektroskopisches MeBverfahren die 
Fluoreszenz-Spektroskopie eingesetzt wird 

IZ Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als spektroskopisches MeBverfahren die ESR 
(Elektronenspinresonanz-Spektroskopte) eingesetzt wird. 

13. Verfahren nach einera der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand eine niedermole- 
kulare Substanz ist, deren Molekulargewicht kleiner als etwa 2000 DA ist 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor eine hochmo- 
lekulare Substanz ist, deren Molekulargewicht groBer als etwa 15000 DA ist 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor aus mehreren hochmolekula- 
ren Substanzen besteht, deren Molekulargewicht jeweils groBer als etwa 15000 DA ist 

16. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor eine Substanz ist, die in ein 
hdhermolekulares Aggregat eingelagert ist, wobei das gesamte Molekulargewicht groBer als ca. 15000 DA 
ist 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor in ganzen 
Zellen oder in Zellfragraenten eingebettet ist 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanzbibliothek 
naturliche Substanzen umfafit, die insbesondere ausgewahh sind aus den Peptiden, Proteinen, Nukleinsiu- 
ren, Kohlenhydraten, lipiden, ganzen Zellen. Organelles Zellextrakten, ganzen Bakterien, Bakterienex- 
trakten, ganzen Viren, Virenextrakten, Korperflussigkeiten oder Mischungen davon. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB die SubstanzbibKothek 
synthetische Substanzen umfaBt 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB bei nicht bekannten 
Liganden weitere ein- oder mehrdimensionale NMR-Experimente zur Identifizierung des liganden und/ 
oder des Liganden-Rezeptor-Komplexes vor- oder nachgeschaltet werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet daB zur Auswertung komplexer 
Spektrendaten neuronale Netze eingesetzt werden. 
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